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学位論文要旨
EstrogenshaveproveduscfUlinthepreventionandtreatmentofpostmenopausalosteoporosis・
However＞prOlongedtherapymayincreasetheriskofendometriosis，breastcanceranduterus
cancer・Then，aselectivedrugdeliverysystemtoboneisdesirablefOrosteoporosistherapy
withoutadversereactions・Bonematrixproteinhaverepeatingsequencesofacidicaminoacids
(AsporG1u)．Itwasconsideredthattherepetitiveacidicaminoacidsequencesmaybebinding
sitestothehydroxyapatitecomponentofbone,andattemptedtouseacidicoligopeptidesfOrdrug
deliverytothebone、nlerefOre,inthisstudylbone-selectivebio-targetingofestradiolconjugated
withacidicoligopeptideweredevelopedandevaluate｡、
Acidicoligopeptides[poly(D-orL-AsporG1u)]ofvariouslengthsweresynthesized、Inthe
invitrobmdingassaytohydroxyapatite,theaffinitiesoftheseoligopeptidesdependedonlyonthe
numberofalninoacidresidues．Ｉnaninvivoexpenmentinvolvingasingleintravenousinjection
ofAsp-oligopeptidesintomice，peptidesconsistingofoversixAspresidueswereselectively
distributedtothebone，andthelongerpeptidesshowedhigherclearanceinplasmaandhigher
concentrationinbone・Basedontheresults,aconjugateofestradiollinkedatposition3andl7β
withLAsp-hexapeptide(E2-3D`andE2-17βＤ`)weredesigned
TheaffinitiesofE2-3D`andE2-17βＤ`fOrhumanestrogenreceptor(ＥＲａａｎｄＥＲβ),were
aboutlOO-fO1dandlO,OOO-fO1dlessthanthatofestradio1,respectively，
AphannacokineticstudyofE2-3D`andE2-17βＤ`afterintravenousinjectioninmiceshowed
selectivelydistributionintheboneandgraduallydecreasedduring7days、
Basedontheresults，E2-1718D6wasselectedfOrbettercandidatcandexamineditsanti‐
osteoporoticeffectinovariectomized(OVX)ｍice,incompansonwiththoseofestradioLWhen
E2-1718D`(0.11,0.37,1.1jumol/k9,Sc,everyseventhday)orestradiol(0.37匹、Cl/k9,Sc,every
－９１－
thirdday)wasadministeredtoOVXmicefOr4weeks,estradiolincreasedthebonemineraldensity
(BMD)togetherwithweightsofliveranduterus,whereasE2-17βD6increasedonlytheBMD,ina
dose-dependentmanner・EstradiolenhancedtheM,smRNAinboneanduterusofOVXmiceat
lhrafteradministrationE2-17βＤ`enhancedthec弓/1,ｓｍＲＮＡｉｎｂｏｎｅａｔｌａｎｄ４ｈｒａｆｔｅｒ
ａｄｍｉｎistrationandbonematrixproteins(typeIcollagen（αZ),osteopontin,bonesialoprotein）
mRNAat4hrafteradministration,butestradioldidveryslightly・
Thesercsultsindicatethattheprodrugofestradiolconjugatedwithacidicoligopeptidewas
deliveredtothebone,whercitgraduallyreleasedestradiol,therebyamelioratingbonelossand
avoidingthesideeffects・ThisE2-17βＤ６ｉｓａｇｏｏｄｃａｎｄｉｄａｔｅａｓａｎｄｒｕｇｕｓｅｄfOrestrogen
replacementtherapywithouttheadversesideeffectsofestradiol．
高齢化社会の進行で,加齢にともなって起こる疾患の予防と治療に関する社会的な要求は高ま
ってきている｡骨粗議症はその代表的な疾患であり,その大半は閉経後骨粗髭症である｡その予
防と治療にはエストロゲン補充療法が理論的にかなっており，基本的な治療法として確立してい
る｡しかし,長期間のエストロゲン投与は乳癌,子宮内膜症,子宮癌をはじめとした各種の副作用
が問題となっている。
エストロゲンの副作用を回避するには,エストロゲンを骨組織に選択的に分布させることで骨組
織での作用を増強させ,他の組織での作用を軽減する,いわゆるドラッグデリバリーシステムの利
用が考えられる｡骨ﾏﾄﾘｸｽを構成する蛋白(bonematrixprotein)は,その構成にアスパラギン
酸(Asp)やグルタミン酸(G1u)といった酸性アミノ酸の繰り返し配列が多く見られる｡Bonematrix
proteinはこれらの配列を足がかりにして骨の主要成分であるhydroxyaPatiteと結合しているもの
と思われることから,エストロゲンにアスパラギン酸またはグルタミン酸を修飾することにより骨への
選択的なドラッグデリバリーが可能ではないかと考えた。
本研究においては閉経後骨粗髭症のエストロゲン補充療法におけるエストラジオールの副作用
軽減を目的として,酸性オリゴペプチドによるエストラジオールの骨選択的バイオターゲッテイング
法の開発と評価をおこなった。
1.酸性オリゴペプチドの骨選択的ﾄﾞﾗｯｸﾞデリバリーの検討
（L-Asp)､,(DAsp)､,(LClu)､(､=2～10)についてhydroxyapatiteとのinvitrobindingassay及
び(D-Asp)､(､=Z～10)及び(L-Asp)`の単回投与後の血漿中及び組織中濃度推移を検討した。
その結果,hydroxyapatiteとの結合親和性及び結合量には構成アミノ酸の違いによる大きな差
を認めなかった｡しかし,いずれのオリゴペプチドもペプチド数が増すにつれてhydroxyapatiteと
結合しやすくなり,特に,ペプチド数が６以上で著しく結合親和性が増す傾向が認められた｡In
vivoにおける検討においてもペプチド数が６以上で骨への分布が認められ,ペプチド数が多く
なるほど骨への分布は多くなった｡血中からの消失はペプチド数が多いほど速くなった｡ＤＬ体の
違いの検討では,Ｌ－ペプチドの方が血漿中からの消失が速かった｡また,Ｄ－ペプチドの方が骨へ
の分布性は高いが,骨からの消失が明らかに遅かった。
－９２－
骨選択的薬物送達のキャリアとしては分布の骨選択性が高いとともに血漿中からの消失が速く，
骨組織からも適当な速度で消失するものを選択したいことから,最適なキャリアーはＬ体の酸性
ペプチドによるペプチド数６以上のオリゴマーと考えられた。
2.酸性オリゴペプチド結合エストラジオールのエストロゲン受容体に対する結合親和性の検討
エストラジオール(且)と(L-Asp)6のコンジユゲート(E2-3D6及びE2-17βＤ６)を用いて,human
estrogenreceptorα(EＲａ)とhumanestrogenreceptorβ(ＥＲβ)との結合親和性を検討した。
その結果,Ｅ2-17βＤ`の結合親和性はエストラジオールの約10000分の１，E2-3D6の結合親和
性はエストラジオールの約１００分の１であった｡従って,Ｅ2-17βＤ`及びE2-3D`そのもの自体の
エストラジオール活性は極めて低いものと考えられた。
侭のコンジュゲートのマウスにおける単回投与後の血漿中および組3．エストラジオールと(L-AsP
織中濃度
８適齢のｄｄＹ系雌性マウスにエストラジオール,E2-3D6若しくはE2-17βＤ`を３．７匹、Cl/kｇ静
脈内投与し,血漿中及び骨中濃度を経時的に測定した｡また,投与後６時間に剖検し,各組織
内濃度を測定した。
その結果,(L-Asp)6コンジユゲート投与群の血漿中濃度は常にエストラジオール投与群より常に
高く推移し,AUCo-6h及び全身クリアランス(CLtot)はエストラジオール投与群と(L-Asp)`コンジユ
ゲート投与群の問で２倍以上の差が認められた｡一方,分布容積(Vdss)は(L-Asp)6を結合する
ことによってやや減少し,ＭＲＴは(L-Asp)6を結合することによって延長した。
投与後６時間の(L-Asp)`コンジュゲート投与群の大腿骨中エストラジオール濃度はエストラジ
オール投与群の約１００倍高かった｡また,エストラジオール投与群の骨中エストラジオール濃度
は１曰で生理的水準まで落ちていたが(L-Asp)6コンジユゲート投与群は生理的水準まで低下す
るのに約７曰問を要した。
組織中濃度は,エストラジオール投与群では測定したすべての組織で血漿中よりも高い傾向を
示した｡見かけの組織中一血漿中濃度比(Kp,app)は子宮が最も高く,次いで大腿骨が高かった。
一方,(L-Asp)`コンジュゲート投与群はエストラジオール投与群に比べると大腿骨のＫｐ,app値は
著しく高いものであったが,その他の組織においては,子宮でのＫｐ,app値が若干高いものの，
いずれもエストラジオール投与群に比べると小さいものであった。
従って,(L-ASp)6コンジュゲートの全身投与後の骨移行性はエストラジオール単独の投与と比
較して顕著に増大した｡また血漿中濃度が速やかに消失するにもかかわらず,骨中濃度は投与
後長時間維持された。
4.骨粗霜症モデルマウスにおける酸性オリゴペプチド･エストラジオールコンジュゲートの治療効
果
酸性オリゴペプチド(L-AsP)6をエストラジオールに結合させることによりエストラジオールは骨特
異的に分布して骨以外の組織へは分布しにくくなり，さらにコンジュゲート自体はエストロゲン活
－９３－
性を示さないことから,子宮等で起こる副作用の軽減が期待された｡また骨に長く持続して分布
することから,骨に分布した＝ンジュゲートから遊離したエストラジオールが持続的にエストロゲン
活性を示すことで,骨粗議症に対して高い治療効果を発揮することが期待された｡そこで,エスト
ロゲン受容体への親和性がより低いＥ2-17βＤ`を選び,この骨粗議症治療効果を卵巣摘出マウ
スを用いて検討した。
卵巣摘出マウスにＥ2-17βＤ６を0.11,0.37,1.ｍｍCl/k9,7日に一度,４週間背部皮下に投与
した｡比較のため,エストラジオールを0.37匹、Cl/k9,3日に一度,４週間背部皮下に投与した。
対照として,卵巣摘出マウス(Control群)及び疑似手術マウス(Sham群)に溶媒(oliveoil)を３
日に一度,４週間背部皮下に投与した｡投与終了後,大腿骨のBonelnineraldensity(BMD)値
及びアルカリによって軟組織を除去した骨標本の縦断面を形態学的に観察するとともに,その他
の主要臓器に対する影響を検討した。
その結果,Control群はＢＭＤ値がＳｈａｍ群に比べて有意に低値となっていた｡エストラジオー
ル投与群のＢＭＤ値はＳｈａｍ群と有意な差がなかった｡E2-1718D`投与群では投与量依存的な
ＢＭＤ値の増加が認められ,0.37Lmol/k9以上の投与群でSham群と有意な差がなかった｡また，
形態学的観察結果においてはControl群において骨梁減少とﾏﾄﾘｯｸｽ構造の喪失が認められ
たが,エストラジオール投与群ではＳｈａｍ群と同程度の回復が認められた｡Ｅ2-17βＤ`投与群で
は投与量依存的な骨梁の増加が認められた。
主要臓器重量においてControl群やＳｈａｍ群との間に有意な変化が認められたのは,エストラ
ジオール投与群の肝臓と子宮のみで,Ｅ2-17βＤ`投与群では大きな変化は認められなかった。
5.卵巣摘出マウスにおける各種遺伝子発現に対する影署
卵巣摘出マウスにエストラジオールとＥ2-17βＤ`をそれぞれ0.37皿lol/kｇ背部皮下投与後，
１時間及び４時間での骨と投与後１時間での子宮におけるcヨノｂｓｍＲＮＡの発現量及び投与後
4時間の骨におけるbone-matrixproteins(typeIcollagen(α2),osteopontin,bonesialoprotein)の
mRNAの発現量をRT-PCR法で検討した。
その結果,骨におけるc允SlnRNAの発現はＥ2-17βＤ６投与群ではエストラジオール投与群に
比べて強く,また持続して誘導されていた｡子宮におけるc弓/ｂｓｍＲＮＡの発現はＥ2-17βＤ６投与
群ではControl群と比べて変化はみられなかったが,エストラジオール投与群ではｃ⑰ＳｍRNA
の発現が有意に増大した｡bone-matrixproteinmRNAsの発現量はエストラジオール投与群では
Control群と同程度であったが,Ｅ2-17βＤ`投与群はControl群に対していずれのｍＲＮＡも発現
量が増加していた。
以上の結果,骨指向性キャリアーとしての有用性が示された酸性オリゴペプチドをエストラジオ
ールと結合させることで骨への特異的な分布を示し,またそれ自体は活性を持たないプロドラッグ
を開発することが出来た｡エストラジオールは,きわめて脂溶性が高く,全身的に投与した場合骨
以外の組織にも容易に移行して,畠11作用を示すおそれがある｡エストラジオールを酸性オリゴペ
プチドとのコンジュゲートとすると骨以外への移行が少なくなり，しかもコンジュゲート自身はエスト
－９４－
ラジオール活性を持たないことから,骨以外でのエストラジオールの副作用が回避されると考えら
れた｡一方,骨においてはhydroxapatiteに強く結合したコンジュゲートから徐々にエストラジオー
ルが放出される結果,骨に対する選択性と作用の持続が期待された｡このエストラジオール･酸
性オリゴペプチド.コンジュゲートを骨粗髭症モデルマウスに投与した結果,肝臓及び子宮におけ
るエストラジオールによる変化を伴わずに骨形成作用を示したことから,閉経後骨粗髭症のエスト
ロゲン補充療法に用いる薬物として有力な候補であることが示唆された。
学位論文審査結果の要旨
閉経後骨粗霧症の治療にはエストロゲン補充療法が用いられているが，乳癌，子宮内膜症，子宮癌をはじ
めとした各種の副作用を起こすことが問題となっている。申請者はエストロゲンを骨組織に選択的に分布さ
せることで副作用を回避できると考え，骨マトリックス蛋白のなかのbonesialoproteinやosteopontinの
アミノ酸配列に酸性アミノ酸の繰り返し配列が多く存在することに着目し，酸性オリゴペプチドによるエス
トラジオールの骨選択的バイオターゲッティング研究に着手した。
まず，酸性オリゴペプチド（L-Asp）ｎ，（D-Asp）ｎ，（L-Glu）、（､－２～１０）のhydroxyapatite（HA）との
/nV〃ro結合実験を行ったところ，構成アミノ酸に関係なくペプチド数６以上のオリゴペプチドでＨＡとの
結合親和性が著しく上昇すること,Ｌ－アミノ酸からなるオリゴペプチドは血中からの消失が早いにもかかわ
らず，高い骨指向性を保持しながら他の組織への分布が極めて少ないことを明らかとした。そこで，エスト
ラジオールと（L-Asp）６のコンジュゲート（E2-3D6及びE2-l7βＤ６）を作成して選択的骨粗髭症治療薬とし
ての可能性を検討して以下の知見を得た。ＤＥ２－ｌ７βＤ６とE2-3D6のヒトエストロゲン受容体（EＲａ，ＥＲβ）
との結合親和性はエストラジオールの約ｌ／10000～l／100であった。２）マウス静脈内投与後の各コンジュゲ
ートの分布容積は小さく，骨以外の組織内濃度は著しく低いが，E2-3D6よりE2-l7βＤ６の方が骨組織選択性
が高く，投与後７日間程度持続して骨組織に滞留した。３）卵巣摘出骨粗霧症モデルマウスにおいてE2-l7β
Ｄ６を１週間に１回の皮下投与で，主要臓器に影響を及ぼすことなく，用量依存的に骨密度を増加させた。４）
E2-l7βＤ６投与群では，子宮におけるｃ-/0ｓｍＲＮＡの発現が見られず，骨におけるｃ-/0ｓｍＲＮＡの発現はエス
トラジオール投与群に比べて強く，持続的であり，骨マトリックス蛋白mRNAｓ発現も明らかに上昇していた。
以上の結果,エストラジオール酸性オリゴペプチド結合体は骨選択的ドラッグデリバリーが達成できる，
まったく新規なエストラジオールの副作用を著しく軽減したプロドラッグであることを実証した。本研究成
果は，今後の骨粗霧症治療薬の開発研究に多大な影響を与えるものと考えられるため，博士（薬学）論文に
値するものと判定された。
－９５－
